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RESUMO

O dimetilsulfoxido (DMSO) é um solvente polar amplamente empregado como
agente crioprotetor e como substancia transportadora, principalmente como veiculo
de farmacos, utilizado em uma grande variedade de testes farmacoldgicos. No
entanto, algumas pesquisas ja relataram alteracdes celulares induzidas pelo DMSO,
como a inibicdo do tubo germinativo em Candida albicans e o aumento do estresse
oxidativo em Saccharomyces cerevisiae. Portanto, essa pesquisa teve o objetivo de
avaliar o impacto do DMSO no metabolismo de C. albicans, especialmente em
relacdo ao metabolismo central do carbono. Biofilmes de C. albicans SC5314 foram
cultivados em discos de papel em um sistema dinamico com fluxo continuo de meio
mineral minimo (MM) em duas condicbes experimentais: controle e tratado com
DMSO 0,02% (v/v). Apds 72 h de incubacao (37 °C), os biofilmes foram coletados e
0s metabdlitos foram extraidos por ciclos de congelamento/descongelamento
combinados com uma solucdo de metanol e agua. Os metabdlitos extraidos foram
submetidos a derivatizacdo com cloroformiato de metila (MCF) e foram
posteriormente analisados por cromatografia gasosa e espectrometria de massas
(CG-EM). O experimento foi conduzido em trés replicatas bioldégicas e cinco
replicatas técnicas. Foram identificados 88 compostos, dos quais 27 foram
considerados com diferenca estatisticamente significante entre os grupos controle e
tratado. No grupo tratado foi observado o aumento de alguns metabdlitos
intracelulares como putrescina e glutationa e reducdo de outros como metionina e
lisina. Além disso, 13 vias daquelas envolvidas no metabolismo celular primario e
secundéario foram alteradas, das quais 7 foram down-reguladas e 6 foram up-
reguladas pelo DMSO 0,02% (v/v). Estes resultados mostram uma diferenca
consideravel no perfil metabdlico intracelular entre os biofiimes n&o tratados e
tratados com DMSO, indicando a interferéncia do mesmo nas vias metabdlicas de C.
albicans. Dessa forma, o estudo sugere que testes laboratoriais podem ter seus
resultados influenciados pelo solvente e a agéo positiva de farmacos, por exemplo,

pode néo ser traduzida para a pratica clinica.

Palavras-chave: Biofilme, Candida albicans, dimetilsulféxido, vias metabdlicas,

metaboldmica.



ABSTRACT

The dimethyl sulfoxide (DMSO) is a polar solvent widely employed as cryoprotective
agent and carrier substance, mainly as a drug vehicle, which is used in a number of
pharmacological testing. Nevertheless, some research already reported cellular
changes induced by DMSO, such as, inhibition of germ tube in Candida albicans and
increased oxidative stress in Saccharomyces cerevisiae. Therefore, this research
had the objective to evaluate the impact of DMSO on the metabolism of C. albicans,
especially directed to the central carbon metabolism. C. albicans SC5314 biofilms
were grown on paper discs in a dynamic system with continuous flow of minimal
mineral culture medium (MM) in two experimental conditions: control and treated with
DMSO 0.02% (v/v). After 72 h of incubation (37 °C), the biofilms were quenched and
metabolites were extracted by freeze-thaw cycles combined to a solution of cold
methanol-water. The extracted metabolites were derivatized with methyl
chloroformate (MCF) and analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS). Three biological and five technical replicates were used in this experiment.
Were identified 88 compounds, among those 27 were considered with statistically
significant difference between control and treated group. For the treated group was
observed intracellular upregulation of some metabolites as putrescine and
glutathione and downregulation of others as methionine and lysine. In addition, 13
pathways of those involved in primary and secondary cell metabolism were altered,
of which 7 were downregulated and 6 were upregulated by DMSO 0,02% (v/v).
These results show a considerable difference in the intracellular metabolic profile
between the untreated and DMSO treated biofilms, indicating its interference in the
metabolic pathways of C. albicans. Thus, the study suggests that laboratory tests
may have solvent-influenced outcomes and positive drug action, for example, may

not be translated into clinical practice.

Key-words: Biofilm, Candida albicans, dimethyl sulfoxide, metabolic pathways,

metabolomics.
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1. INTRODUCAO

InfecgBes hospitalares causadas por Candida spp atingem a marca dos 46 mil
casos por ano nos Estados Unidos, com 220 mortes, representando para o pais uma
despesa de milhBes de dolares anuais (CDC, 2013). A espécie C. albicans é a mais
importante do género sendo o agente causal de infec¢cbes sistémicas graves de
dificil tratamento, devido a sua capacidade de formar biofilmes e de desenvolver
resisténcia aos farmacos empregados (PFALLER & DIEKEMA, 2007; CDC, 2013;
LOW et al., 2016). Assim, a espécie consiste em um alvo importante na investigacao
e validacdo de novos medicamentos, bem como na elucidacdo dos mecanismos
celulares responsaveis pelos fendmenos de resisténcia, viruléncia e de
suceptibilidade aos antifiungicos ja conhecidos para todo o género (KABIR et al.,
2012).

Para garantia da reprodutibilidade experimental e da seguranca
farmacoldgica, as substancias antifUngicas convencionais, em sua grande maioria
hidrofdbicas, necessitam de solvente de baixa toxicidade, altamente polar e aprotico
na conducao dos testes de validacao (CLSI, 2008). Portador de tais caracteristicas,
o dimetilsulfoxido (DMSO) é amplamente empregado em microbiologia,
especialmente na dissolucao de antifungicos, onde a concentracao final indicada é
de até 1% v/v (EUCAST, 2003; CLSI, 2008); e na criopreservacdo de células, em
concentracdes de cerca de 10% v/v (SIGMA-ALDRICH, 2016).

O emprego laboratorial do DMSO data da década de 1950 (BRAYTON, 1986)
e, apesar de seu vasto uso, sua acdo sobre células de levedura ainda nao é
totalmente compreendida, principalmente no que diz respeito ao seu efeito sobre o
metaboloma celular.

Quanto ao interesse em se avaliar o comportamento celular frente a um novo
farmaco, a metabolémica é uma ferramenta p6s-gendmica que vem auxiliando na
compreensao dos fenbmenos metabdlicos intra e extracelulares, o que facilita a
predicdo da resposta metabdlica a substancia de interesse (VILLAS-BOAS &
GOMBERT, 2006). Assim, o objetivo deste estudo foi utilizar a metaboldomica para
avaliar o comportamento metabodlico de biofilmes de C. albicans na presenca e

auséncia do DMSO.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cepa de Candida albicans

Foi utilizada a cepa Candida albicans SC5314 (GILLUM et al., 1984), mantida
em agar extrato de levedura-peptona-dextrose (YPD, pH 7) a 32 °C.

2.2 Preparo dos inéculos

Para o preparo dos inéculos, uma colénia de C. albicans foi selecionada,
passada para o0 meio mineral minimo (MM, pH 6,5) (VERDUYN et al, 1992,
adaptado) e mantida sob agitacdo de 125 rpm, por 18 h (fase exponencial), a 30 °C,
na auséncia ou presenca de DMSO a 0,02% (v/v). Entéo, a DOgqo foi determinada e
ajustada para 1,0 (ca. 3 x 10" células.mL™). As células foram lavadas e

ressuspendidas.

2.3 Grupos experimentais

Foram delineados dois grupos experimentais: a) grupo controle (controle), o
qgual recebeu apenas meio de cultura e as amostras foram denominadas D1, D2, D3,
D4, D5, E1, E2, E3, E4, E5, 11, 12, 13, 14 e 15; e b) grupo tratado (DMSO), cujo
sistema foi irrigado com meio de cultura contendo DMSO 0,02% (v/v) e as amostras
foram denominadas J1, J2, J3, J4, J5, K1, K2, K3, K4, K5, L1, L2, L3, L4 e L5. Cada

grupo consistiu em cinco replicatas técnicas e em trés replicatas bioldgicas.

2.4 Formacdo de biofilmes aerdbios sob fluxo continuo

Discos de papel para antibiograma (8 discos/amostra) foram secos a 60 °C
por 24 h e mantidos em dessecador com P40, sob vacuo, overnight. Os discos
tiveram suas massas determinadas e foram autoclavados. Cada grupo experimental
consistiu em 8 discos. Aliguotas de 10 pL das suspensfes de C. albicans SC5314
foram inoculadas nos discos, os quais foram inseridos em um reator para

crescimento de biofilme em papel (PEBR) descrito por Selow et al. (2015). Os discos

13



foram irrigados por gotejamento com meio MM, na auséncia ou presenca de DMSO
0,02% (v/v), conforme o grupo experimental. Foi estabelecido um fluxo continuo,
com vazdo de 30 mL.h*%, por 72 h a 37 °C. Cada experimento possuiu uma amostra

denominada “branco”, onde os discos ndao foram inoculados com células.

2.5 Obtencao dos metabadlitos intracelulares

A pesquisa do metaboloma foi feita conforme protocolo descrito por Smart et
al. (2010), com adaptacdes. Todo 0 processo para obtencdo dos metabdlitos
intracelulares (fingerprint) foi cuidadosamente realizado sob baixas temperaturas e
banho de gelo para minimizar a perda ou descaracterizacdo das substancias pelo

calor.

2.5.1 Amostragem e fixagdo do metabolismo celular (quenching)

Decorrido o tempo de incubacgéo, os discos contendo biofilmes maduros de
C. albicans (8 discos por amostra) foram colhidos e rapidamente inseridos em tubos
Nalgene® contendo metanol 50% v/v gelado. Aliquotas de 20 uL do padrdo interno
d4-alanina (2,3,3,3-ds-alanina) foram adicionadas a cada amostra. Os tubos foram
tampados e mantidos em banho gelado (-23 °C) de etanol por 5 min. Entédo, foram

agitados em vértex por 1 min e acondicionados a -80 °C por 30 min.

2.5.2 Extracdo e concentracdo dos metabdlitos intracelulares

Para o rompimento das membranas celulares e extracdo dos metabdlitos, trés
ciclos de congelamento e descongelamento foram conduzidos, onde as amostras
foram descongeladas em banho de gelo por 5 min, agitadas em vortex por 1 min e
congeladas novamente a -80 °C por 40 min. Ao final dos trés ciclos, as amostras
foram centrifugadas (-20 °C, 30600 x g, 20 min). Os sobrenadantes foram coletados
e mantidos a -80 °C. Os precipitados contendo restos celulares e discos foram entéo
ressuspendidos em metanol 70% v/v gelado, agitados em vortex por 1 min e

centrifugados (-20 °C, 30600 x g, 20 min). Os sobrenadantes foram coletados,
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adicionados aos anteriores, acrescidos de 20 mL de agua Milli-Q® gelada (4 °C),
congelados (-80 °C), liofilizados (-83 °C) e armazenados (-80 °C).

2.5.3 Quantificacdo da biomassa de células

A quantificacdo da biomassa foi realizada ressuspendendo-se cada amostra
contendo o precipitado de restos celulares e discos em 10 mL de agua destilada e
agitando-a em vortex. Esse material foi filtrado e lavado utilizando sistema de
filtracdo Millipore® com membranas filtrantes (0,22 pm) previamente secas a 60 °C
por 24 h, e mantidas em dessecador contendo P,0;, Sob vacuo, overnight. As
membranas tiveram suas massas determinadas. Os residuos remanescentes,
juntamente com suas respectivas membranas filtrantes, foram dessecados como
descrito acima. Os valores de biomassa foram determinados conforme a equagao 1
(onde M=massa):

Biomassa = M1 (residuo celular + discos + membrana) — Mo(discos + membrana) Equacdo 1
2.5.4 Derivatizacdo MCF

O método de derivatizacdo com MCF provoca reacdes de alquilacéo,
convertendo aminoé&cidos e &cidos carboxilicos em carbamatos e ésteres volateis,
permitindo a identificacdo dos metabdlitos celulares primérios, incluindo a maioria
dos intermediarios do metabolismo central do carbono.

As amostras liofilizadas foram ressupendidas em 200 uL de NaOH (1M) com
o auxilio de vortex. As solucBes foram transferidas para tubos silanizados e foram
adicionados 167 pL de metanol e 34 pL de piridina em cada tubo. Uma a uma, as
amostras foram posicionadas sobre o vortex e sistematicamente foram adicionados
20 pL de MCF. Apds 30 s foram adicionados mais 20 uL de MCF, e apés mais 30 s
foram adicionados 400 uL de cloroférmio. Entdo as amostras permaneceram mais
10 s sob agitacdo. Foram acrescentados 400 pL de NaHCO3; (50 mM), e os tubos
foram agitados em vortex por 10 s. As amostras foram centrifugadas por 3 min a
1500 x g. As fases aquosas foram removidas e foram adicionados 100 mg de

Na,SO, anidro as fases cloroférmicas para a remoc¢do de quaisquer resquicios
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remanescentes de agua. As amostras foram transferidas para vials para

cromatografia a gas.

2.5.5 Cromatografia gasosa e espectrometria de massas

Para a separacdo e analise dos metabdlitos derivados do MCF foi utilizada
cromatografia gasosa e espectrometria de massas (CG-EM), realizadas em sistema
Shimadzu® GCMS-QP2010, equipado com detector de massa quadrupolo seletivo
em modo de operacdo de impacto eletronico (70 eV). Foi utilizada uma coluna
ZB1701 (Zebron, Phenomenex®), de 30 m x 250 um x 0,15 um. A espectrometria de
massas foi operada em modo scan (inicio apés 4,5 min, alcance de massa 40-650
amu a 0,15 s/scan). Os parametros para separacdo e analise dos produtos

derivados do MCF estéo descritos em Smart et al. (2010).

2.6 Tratamento e analise dos dados e analise estatistica

A identificagdo das substéncias presentes nas amostras foi baseada nos
espectros de massa e tempos de retencdo gerados pelo CG-EM, utilizando o
programa AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification
System) em comparacdo com a biblioteca de espectros de massas fornecida pela
Universidade de Auckland (Nova Zelandia). A abundancia relativa dos metabdlitos
identificados foi determinada pelo programa ChemStation (Agilent®).

Apo0s a identificagéo, os dados brutos foram normalizados pelo padréo interno
d4-alanina, pelo branco e pela biomassa. Compostos de baixa abundancia foram
removidos. Utilizando o programa estatistico R, foi aplicado o teste t (p<0,05) e a
analise dos componentes principais (PCA) para a identificacdo e remocao de
outliers. Entdo, foi empregada a andlise PAPi (Pathway Activity Profiling) (AGGIO et
al., 2010) seguida do teste t (p<0,05) e PCA para a previsdo das vias metabdlicas
envolvidas, as quais foram avaliadas com o auxilio das bases de dados on-line
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, http://www.kegg.com),
BioCyc (http://biocyc.org/) e CGD (Candida Genome Database,

http://www.candidagenome.org/).
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3. RESULTADOS

Utilizando analises em CG-EM foram obtidos os espectros de massa das
substancias presentes e suas respectivas abundéancias relativas, nas amostras
intracelulares de biofiimes de C. albicans SC5314, na auséncia ou presenca de
DMSO 0,02% (v/v) e ap06s a aplicacdo do teste PCA, as amostras se arranjaram em
grupo controle (azul) e grupo DMSO (vermelho), em funcdo das abundancias das

substéancias presentes (Figura 1).
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FIGURA 1. Andlise dos componentes principais (PCA) de metabdlitos intracelulares
de C. albicans SC5314 para grupos controle (azul) e DMSO (vermelho).

Foram identificados 88 metabdlitos intracelulares provenientes de biofilmes de
C. albicans SC5314 (Tabela 1), dos quais 27 apresentaram abundancias
estatisticamente diferentes (p<0,05) entre os grupos controle e DMSO (Tabela 2).
Desses, 8 metabdlitos se apresentaram reduzidos e 19 se apresentaram mais
abundantes em amostras contendo DMSO 0,02% (v/v) (Figuras 2-4). Nao foram

detectadas alteragbes quantitativas de biomassa entre os grupos avaliados.

17



Tabela 1. Metabdlitos

intracelulares identificados em biofiimes maduros de

C. albicans SC5314 nos grupos experimentais controle e tratado com DMSO 0,02%

(VIv).

Classificacéo

Metabolitos (88)

Aminoéacidos e suas
isoformas

Derivados de
aminoacidos

Intermediarios do
ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA)

Acidos graxos

Intermediéarios
glicoliticos

Cofatores e vitaminas

Outros

Alanina, asparagina, acido aspartico, beta-alanina, cisteina, acido
glutdmico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina
metionina, ornitina, norvaline, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
triptofano, tirosina, valina

Creatinina, cistationina, acido N-acetilglutamico, acido
piroglutdmico, S-adenosilmetionina

putrescina,

Acido a-cetoglutarico, acido a-cetobutirico, &cido cis-aconitico, Aacido
citrico, acido fumarico, acido isocitrico, acido malico, acido succinico

Acido 10,13-dimetiltetradecandico (10,13-DMTDA), acido
9-heptadecenoico, acido adipico, acido eicosandico, acido caprinéico,
acido caprilico, acido decanoéico, acido docosandéico, acido dodecandico,
acido gama-linoleico, acido hexandico, acido linoleico, acido miristico,
acido palmitelaidico, acido pentadecandico, acido estearico, acido trans-
vacénico

Acido 2-fosfoenolpiravico, acido pirdvico

Acido y-aminobutirico (GABA), &cido dehidroascérbico,
NADP/NADPH, nicotinamida, &cido nicotinico

glutationa,

Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), &acido 2-aminoadipico,

acido  2-hidroxibutirico, acido 2-isopropilmdlico, &cido 3-metil-2-
oxopentandico, acido 4-aminobenzoico, acido
4-hidroxifenilacético, 4-hidroxifeniletanol (tirosol), acido

5-oxotetrahidrofuran-2-carboxilico, acido benzéico, &cido carbamico, acido
citramalico, acido dehidroabiético, dibutilftalato (DBP),
DL-hidroxiglutaramato, dodecano, EDTA, acido glutarico, acido glicérico,
acido glioxilico, é&cido itacbnico, acido latico, &cido levulinico, acido
malbnico, acido oxalico, &cido para-toluico, &cido quinico
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Tabela 2.

Metabolitos

intracelulares de
C. albicans SC5314, alterados pelo DMSO 0,02% (v/v).

biofilmes maduros de

Classificacéao

Metabdlitos intracelulares alterados pelo DMSO

Aumentados

Reduzidos

Aminoacidos e suas
isoformas

Derivados de

aminoacidos

Intermediarios do
ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA)

Acidos graxos

Cofatores e vitaminas

Acido piroglutamico, acido
N-acetilglutamico, putrescina,
S-adenosilmetionina

Acido fumarico, acido malico, acido

a-cetobutirico, acido a-cetoglutarico

Acido 10,13-dimetiltetradecandico
(10,13-DMTDA), acido dodecandico,
acido miristico, acido estearico

Glutationa, acido dehidroascorbico

Tirosina, treonina, ornitina, lisina,
metionina, histidina

Acido y-aminobutirico (GABA)

Outros Acido itacnico, acido 1- Acido carbamico
aminociclopropano-1-carboxilico
(ACCQC), &cido dehidroabiético, acido
benzdico, acido malbnico
Total 19 8
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FIGURA 2. Médias das abundéancias relativas (até 1,4) dos metabdlitos intracelulares
de C. albicans SC5314, que apresentaram diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) entre os grupos controle e DMSO. ACC = acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico.

14 -
B controle

12 1 mpmso
10 -

Abundancia relativa

Metionina
Histidina

Acido miristico
Acido esteérico

o
L
c
)
(]
(4]
=
o
=
O
<

Acido dodecanoico

Acido N-acetilglutdmico
Acido dehidroascérbico

FIGURA 3. Médias das abundancias relativas (até 14) dos metabdlitos intracelulares
de C. albicans SC5314, que apresentaram diferencas estatisticamente significativas
(p=<0,05) entre os grupos controle e DMSO.
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FIGURA 4. Médias das abundancias relativas (até 250) dos metabdlitos
intracelulares de C. albicans SC5314, que apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os grupos controle e DMSO. 10,13-DMTDA = Acido
10,13-dimetiltetradecandico.

Em comparagcdo com o grupo controle, as amostras tratadas com DMSO
0,02% (v/v) apresentaram concentracfes reduzidas dos aminoacidos tirosina,
treonina, ornitina, lisina, metionina e histidina. Além disso, foram obtidos teores
reduzidos do aminoéacido y-aminobutirico (GABA) e do acido carbamico, uma amina
instavel.

A presenca do DMSO 0,02% (v/v) nas amostras provocou o aumento dos
derivados de aminoacidos acido piroglutamico, acido N-acetilglutdmico, putrescina e
S-adenosilmetionina; dos intermediarios do ciclo dos &cidos tricarboxilicos (TCA)
acido fumarico, acido malico, acido a-cetobutirico e acido a-cetoglutarico; da
vitamina acido dehidroascorbico, que é a forma oxidada do &cido ascorbico; dos
acidos graxos acido 10,13-dimetiltetradecandico (10,13-DMTDA), &cido
dodecanoico, acido miristico, acido estearico e do cofator glutationa. Além disso,
aumentou a concentracdo do acido itaconico, um intermediario do metabolismo dos
acidos dibasicos de cadeia ramificada C5; do acido l1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC), intermediario do metabolismo da metionina; do acido
dehidroabiético, um isoprendide; do acido benzéico, um acido carboxilico aromatico

e do 4cido malbnico, um inibidor da respiragao celular.
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Para a visualizagdo das vias metabdlicas afetadas pelo tratamento com
DMSO foi aplicada a andlise PAPi. O resultado mostrou probabilidade de alteracéo
de 13 vias daquelas envolvidas no metabolismo celular primario e secundario, das
quais 7 foram down-reguladas e 6 foram up-reguladas pelo DMSO 0,02% (v/v)
(Figura 5).
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FIGURA 5. Vias metabdlicas com atividade alterada (p<0,05) pela presenca do
DMSO 0,02% (v/v) em amostras de biofiimes de C. albicans SC5314. Vias com
escore de atividade (EA) inferior a O representam aquelas down-reguladas pelo
DMSO e vias com EA superior a 0 representam aquelas up-reguladas.
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Foi possivel constatar que a maioria das vias metabdlicas alteradas

significativamente foram down-reguladas pelo DMSO 0,02% (v/v), especialmente

aguelas ligadas a biossintese de acidos graxos e ao metabolismo de carboidratos.

As vias up-reguladas foram, na maior parte, aquelas envolvidas com o metabolismo

de aminoacidos e de cofatores e vitaminas (Tabela 3).

Tabela 3. Vias metabdlicas com atividade alterada pela presenca de DMSO 0,02%
(v/v) em amostras de biofilmes de C. albicans SC5314.

Classificacéo

Vias metabdlicas alteradas pelo DMSO

Up-reguladas Down-reguladas

Metabolismo de
aminoacidos

Metabolismo de
lipidios

Metabolismo de
carboidratos

Metabolismo do
carbono

Metabolismo
energético

Metabolismo de
cofatores e
vitaminas

Metabolismo de
metabolitos
secundarios

Metabolismo da beta-alanina -

Metabolismo da D-arginina e
D-ornitina

- Biossintese de acidos graxos

- Via das pentoses fosfato

Interconversdes entre pentose e
glicuronato

Metabolismo do ascorbato e aldarato

- Metabolismo do piruvato

Metabolismo do enxofre Metabolismo do metano

Metabolismo da biotina Metabolismo da vitamina B6

Biossintese de ubiquinona e outras
terpeno-quinonas

Biossintese de betalaina -

Total

A rede metabdlica representando as principais vias metabdlicas alteradas e

seus respectivos metabdlitos aumentados ou diminuidos pelo DMSO 0,02% (v/v),

em biofilmes de C. albicans SC5314, esta ilustrada na figura 6.
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FIGURA 6. Rede metabdlica das vias e dos metabdlitos intracelulares de C. albicans
SC5314 alterados pela presenca de DMSO 0,02% (v/v). Vias up-reguladas e
metabdlitos aumentados estédo representados em vermelho e vias down-reguladas e
metabdlitos reduzidos estéo representados em azul. & = inibicio.
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4. DISCUSSAO

O DMSO, em concentracfes inferiores a 1% (v/v), é capaz de promover
reducd@o no crescimento de 8 espécies de Candida sp. (RODRIGUEZ-TUDELA et al.,
2001) e, em concentragdes variando de 2,5 a 7,5% (v/v), reduz a formacao de tubos
germinativos de C. albicans, de maneira dose-dependente (RANDHAWA, 2008).
Dessa forma, € possivel que concentragcdes ainda mais altas levem a severa
reducdo na viabilidade e morte celular, como ja foi descrito para Saccharomyces
cerevisiae, outro fungo da ordem Saccharomycetales (YEE et al., 1972). Esses
estudos se ativeram apenas a morfologia fungica, mas colocam em duavida a
viabilidade do uso do DMSO, considerando as alteracbes por ele causadas e a
validade dos resultados em testes com antifungicos (YU & QUINN, 1994;
ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2012; HAZEN, 2013; NETIKOVA et al., 2013).

A toxicidade do DMSO frente a células procaribticas e eucaridticas se da,
principalmente, devido a sua afinidade pela porcdo polar da bicamada lipidica,
resultando na desorganizacdo dos lipidios e aumentando sua permeabilidade
(TRISTAM-NAGLE et al., 1998; YU & QUINN, 2000; SUM & PABLO, 2003;
MENORVAL et al., 2012; MALAJCZUK et al., 2013). Tal caracteristica tornou seu
uso de grande valor nas areas da farmacologia e da genética, onde o aumento da
permeabilidade facilita a absorcéo de antifingicos e a incorporacdo de DNA (HILL et
al., 1991; NOTMAN et al., 2007) e na criopreservacdo de células, ja que o DMSO
interrompe a rede de moléculas de agua na proximidade da superficie da membrana
lipidica, reduzindo o estresse causado pelas altera¢cdes no volume da agua durante
0 processo de congelamento e descongelamento (CHENG et al., 2015). Apesar
disso, sabe-se que a determinadas concentracdes (>10% v/v), o DMSO danifica a
integridade da membrana celular de leveduras (MURATA et al., 2003); porém, muito
pouco foi estudado sobre tal processo e sua relagcdo com alteracbes metabdlicas
causadas nesses organismos.

Por meio de experimentos de genbmica funcional utilizando DMSO a uma
concentracdo de 1%, Gaytan et al. (2013) demonstraram que, em
S. cerevisiae, trés processos celulares sao requeridos na resisténcia ao solvente: (1)
transporte entre complexo de Golgi e reticulo endoplasmético; (2) acdo do complexo

SWR1, um complexo proteico envolvido na remodelagem de cromatina e na
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resposta ao estresse, incluindo estresse osmolar e em parede celular; e (3)
reparacdo do DNA. Os autores postularam que o mecanismo de toxicidade do
DMSO em leveduras € diferende daquele apresentado em células de nematoides e
células humanas. Em uma analise de microarranjo de DNA de S. cerevisiae, Zhang
et al. (2003) observaram que a expressao de 1.338 genes foi afetada na presenca
de DMSO 1% (v/v). Tais genes eram relativos a uma variedade de fungdes celulares
como o metabolismo de aminoéacidos, carboidratos e lipidios, resposta ao estresse e
metabolismo energético, sendo que a maioria dos genes envolvidos nas vias de
biossintese lipidica foram down-regulados e aqueles relativos a biossintese de
aminoéacidos foram up-regulados. Alguns dos genes reportados pertencem ao cluster
de genes de resposta ao estresse ambiental previamente estudado por Gash et al.
(2000). Mais tarde, Zhang et al. (2013) apresentaram que 73 genes em S. cerevisiae
sofreram alteragbes na presenga do DMSO, incluindo o metabolismo de
carboidratos, o metabolismo de aminoécidos e o metabolismo de lipideos além do
metabolismo do fosfato e de nucleotideos, semelhantemente aos achados no
presente estudo.

O metabolismo do DMSO em C. albicans ainda ndo é totalmente
compreendido. Em S. cerevisiae parece haver mais de um sistema enzimatico capaz
de reduzir o DMSO a dimetil sulfeto (DMS), sendo que a metionina sulféxido
redutase, codificada pelo gene MXR1, mostrou ser a principal enzima envolvida,
sendo, ainda, responsavel pela protecdo contra o estresse oxidativo (HANSEN,
1999; LE et al., 2009). Porém, Kwark et al. (2010) demonstraram que o DMSO pode
atuar inibindo seletivamente a fungéo antioxidante de um dos trés tipos de metionina
sulfoxido redutase, a MsrA, resultando em um aumento da sensibilidade ao estresse
oxidativo em S. cerevisiae.

Em certas leveduras é possivel que o DMSO seja metabolizado a DMS pela
aril-alcool  desidrogenase, 0 qual seria posteriormente convertido a
S-adenosilmetionina na via da metionina, usada nas reagbes de metilagdo para
sintese de fosfolipideos (MURATA et al., 2003). Além de apresentar o proprio MXR1,
C. albicans SC5314 possui os genes IFD6 e LPG20 que codificam enzimas similares
a aril-alcool desidrogenase (CGD, 2017). No presente estudo, foi constatado o
aumento intracelular de S-adenosilmetionina, mas n&o foi observada atividade

aumentada na via de biossintese de fosfolipideos. Entretanto, tal aumento de
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S-adenosilmetionina é compativel com a metabolizagdo do DMSO, ndo detectado
nas amostras.

De uma maneira global, as concentracbes mais altas dos metabdlitos
intracelulares indica que o fluxo metabdlico para suas respectivas vias as quais
estes participam apresenta-se reduzido dessa maneira, para a maioria dos casos
onde houve reducdo da concentracdo dos metabdlitos, é assumido que suas vias

apresentem up-regulacdo (AGGIO et al., 2010).

Metabolismo de lipideos

Das vias metabdlicas down-reguladas pelo DMSO, a biossintese de acidos
graxos foi o processo mais fortemente afetado, seguido do metabolismo de
carboidratos.

Estudos ja& haviam mostrado que os lipideos, além de representarem
componentes estruturais  (constituicio das membranas) e metabdlicos
(armazenamento de energia) essenciais, tém papel importante na formacédo do
biofilme e resisténcia & drogas em C. albicans (MUKHERJEE et al., 2003; LATIFF et
al., 2011). Acidos graxos podem ser incorporados em fosfolipideos e esfingolipideos
ou servir como reserva energética na forma de triacilglicerois e ésteres de esterais,
além de funcionar como reguladores transcricionais, atuar como moléculas
sinalizadoras e de modificar proteinas em fase pdés-traducional (KLUG & DAUM,
2014).

Posto isso, postulamos que a reducdo na biossintese de acidos graxos pode
estar relacionada ao aumento na concentracdo intracelular de &cido 10,13-
dimetiltetradecanoico (10,13-DMTDA), acido dodecandico, acido miristico, e acido
estedrico, provavelmente ocasionado devido a sua baixa utilizacdo, pois 0 excesso
de lipideos pode causar lipotoxicidade as células (GABARINO et al.,, 2009;
EISENBERG & BUTTNER, 2014). Ainda, essa down-regulacdo pode ter ocorrido
devido ao fato de o DMSO ter reduzido a atividade da via das pentoses fosfato, que
representa uma alternativa ao metabolismo da glicose e produz pentoses e NADPH,
e no metabolismo do piruvato, os quais tem importante papel na biossintese de
acidos graxos.

Controversamente, Murata et al. (2003) demonstraram que o DMSO, pela

up-regulacdo da expressdo génica em S. cerevisiae, eleva a biossintese de
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fosfolipideos, induzindo a proliferagcdo da membrana celular, em resposta aos danos
que essa substancia pode causar a sua integridade. O estudo também identificou
aumento na expressao de genes envolvidos na sintese de metionina, 0 oposto
observado no presente trabalho, e 0 aumento na expressao de genes envolvidos na
sintese de componentes e organizacdo da parede celular. Em C. albicans, foi
observado por Ledn-Garcia et al. (2017) o aumento da expresséo de proteinas de
parede celular em resposta dose-dependente a exposicdo ao DMSO, tais proteinas
também seriam conhecidas pela sua resposta ao estresse. Porém, nossos
resultados foram obtidos com uma concentragcdo de DMSO cerca de 45 vezes mais
baixa daquelas utilizadas nos trabalhos revisados, podendo ser esse o motivo pelo
qgual ndo foi observado mecanismo de correcdo dos danos causados pelo solvente.
Os resultados desse estudo parecem corroborar com os achados de diversos
autores que reportaram as alteracdes na composicdo lipidica das membranas
celulares de leveduras causadas por solventes organicos como o DMSO (SIKKEMA
et al., 1994; MIURA et al., 2000; ZHANG et al., 2003). Acreditamos que o DMSO, em
concentracfes acima daquelas testadas no presente estudo, possa levar a uma

sensibilizacdo e reorganizacdo das membranas.

Metabolismo do carbono e de carboidratos

Diferentemente de S. cerevisiae, a C. albicans € caracterizada como crabtree-
negativa, ou seja, apenas inicia a fermentacdo em condicbes anaerdbicas,
preferindo a oxidacdo de carboidratos pela via respiratoria (DASHKO et al., 2014).
Apesar da regulagdo da assimilacdo e do metabolismo do carbono se apresentarem
fundamentalmente diferentes entre estas espécies, as vias do metabolismo central
do carbono sdo basicamente idénticas entre diferentes espécies de leveduras
(SANDAI et al., 2012; ASKEW et al., 2009), e se observa que as respostas
metabdlicas frente ao DMSO parecem ser semelhantes.

Zhang et al. (2003) demonstraram que a presenca de DMSO em culturas de
S. cerevisiae também afeta, além do metabolismo de lipideos, a expressao de
diversos genes das vias do metabolismo central de carboidratos, incluindo a glicélise
e gluconeogénese, ciclo dos TCA, via do metabolismo de acgUcares e via das
pentoses fosfato. Os autores observaram que isoenzimas envolvidas na glicélise

foram reduzidas e as isoenzimas da piruvato carboxilase, da citrato sintetase e da
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isocitrato desidrogenase, envolvidas no ciclo dos TCA, foram aumentadas na
presenca do solvente. Aparentemente, processos similares ocorreram no presente
trabalho, ja que foi observada down-regulagdo nas vias do metabolismo do piruvato,
das pentoses fosfato, de interconversdes entre pentose e glicuronato e do
metabolismo do ascorbato e aldarato e, ainda, aumento de intermediérios do ciclo
dos TCA (acido a-cetoglutarico, acido fumérico e &cido malico).

Em leveduras, apos sua formacdo pela glicolise, o piruvato pode ter dois
diferentes destinos: (1) pode ser diretamente convertido a acetil-coenzima A (CoA)
pelo complexo enzimatico da piruvato desidrogenase (PDH) ap06s seu tranporte para
o interior da mitocondria, (2) ou pode ser convertido a acetil-CoA no citosol pela via
complexo PDH-bypass, geralmente em condigbes de hipoxia. Em C. albicans, a
expressao de genes envolvidos na glicolise e fermentacdo € aumentada na hipoxia
(SETIADI et al., 2006; ASKEW et al., 2009; SYNNOTT et al., 2010). Marttila et al.
(2013) demonstraram alta producédo de acetaldeido pela C. albicans em condi¢bes
de hipoxia e andxia e na presenca de glicose, devido a fermentacao do piruvato pela
via PDH-bypass, corroborando com o trabalho de Rozpedowska et al. (2011) onde
foi demonstrado que C. albicans € uma fraca produtora de etanol.

No presente estudo, a formacdo de biofilmes maduros em papel pode ter
levado & uma reducdo do fluxo de oxigénio nas camadas mais interiorizadas do
biofilme; ou ainda, é possivel que o sistema implementado para crescimento dos
biofiilmes tenha o aporte de oxigénio reduzido (trocas gasosas nao foram
mensuradas) e com isso, o complexo PDH-bypass tenha sido ativado e forneca
acetil-CoA para sintese de &acidos graxos, em ambos 0s grupos, controle e tratado.
Porém, a literatura mostra que o complexo PDH mitocondrial tem maior afinidade
pelo piruvato, que o complexo PDH-bypass, quando os niveis de glicose estdo mais
baixos (PRONK et al., 1996). Assim, no grupo tratado com DMSO, com a baixa
atividade nas vias de metabolismo de carboidratos (via das pentoses-fosfato e
interconversdes entre pentose e glicuronato) e consequente redugdo no
metabolismo do piruvato, acreditamos que esse tenha sido direcionado
prioritariamente ao complexo PDH mitocondrial, explicando a redug&o na biossintese
de &cidos graxos. Ainda nesse contexto, postulamos que o aumento intracelular dos

produtos da fermentacdo (acetato e etanol) possa ter ativado o ciclo do glioxilato,
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fazendo com que a célula utilize tais compostos como fonte de carbono (LORENZ &
FINK, 2002) e explicando o aumento do acido méalico visualizado nessa andlise.

Metabolismo de aminoéacidos

Nos experimentos de Zhang et al. (2003) com S. cerevisiae, o DMSO
up-regulou a expressdo da maioria das isoenzimas de biossintese de aminoéacidos,
daquelas alteradas, incluindo a aspartato-semialdeido desidrogenase (hom2),
envolvida na biossintese de aminoacidos como lisina, metionina e treonina; fenotipo
oposto ao observado no presente estudo. Os autores reportaram, ainda, aumento na
expressdo de cinco enzimas responsaveis pela biossintese de histidina, que neste
estudo se apresentou reduzida pelo DMSO, provavelmente em funcdo do aumento
de seu metabolismo, e relataram aumento de enzimas do ciclo da uréia, e
consequentemente da via de biossintese da arginina, semelhantemente ao
constatado neste estudo.

A up-regulagcdo do metabolismo da arginina ja foi previamente observada no
mecanismo de morfogénese de C. albicans, na transicdo de levedura para forma
filamentosa, o que poderia ter ocorrido no presente estudo, jA que o estimulo a
filamentacdo geralmente ocorre em resposta a alteragdes ambientais como meio de
adaptacdo e sobrevivéncia frente a uma substancia xenobi6tica (BROWN & GOW,
1999; LORENZ & FINK, 2001; GHOSH et al., 2009; HAN et al., 2012), apesar de tal
parametro ndo ter sido avaliado na presente analise. Jiménez-Lopez et al. (2013)
reportaram que genes envolvidos na via de biossintese de arginina sdo induzidos
em C. albicans também durante o estresse oxidativo provocado por sua fagocitose.

Poliaminas sdo moléculas conhecidas por regular a formacdo de hifas em
C. albicans (HERRERO et al., 1999; UENO et al., 2004) além de serem requeridas
no processo de meiose e esporulacdo em leveduras (BRAWLEY & FERRO, 1979).
Portanto, o aumento de ornitina e, consequentemente de poliaminas, esta
relacionado a transicdo de levedura para hifa e consequente protecdo do fungo,
como observado por Cao et al. (2013) quando o microorganismo foi desafiado com a
anfotericina B. Perfil semelhante foi observado no presente estudo, com o aumento
da poliamina putrescina e reducao nos niveis de seu precursor ornitina.

Porém, em se tratando de transic6es morfoldgicas e filamentacdo, Kamthan et

al. (2012) observaram aumento significativo de aminoacidos como lisina e tirosina

30



quando a morfogénese foi induzida por n-acetilglucosamina em
C. albicans, opostamente ao ocorrido com o DMSO neste estudo, o qual induziu a
reducdo desses mesmos aminoacidos. No entando a tirosina, precursor do tirosol,
uma molécula de quorum-sensing que é secretada e estimula a filamentacdo e a
producdo de biofilme em C. albicans, pode ter apresentado reducdo devido a
producdo e excrecdo de tirosol (niveis intracelulares ndo alterados), sinalizando
aumento da filamentacéo frente ao DMSO (CHEN et al., 2004; ALEM et al., 2006).

Algumas outras divergéncias ainda foram observadas se comparando os
achados no presente estudo com a literatura, como aumento da tirosina e
up-regulacdo do metabolismo de &cidos graxos durante a transicdo morfoldgica
(HAN et al., 2012). Porém, a maioria dos artigos revisados testaram as transicoes
entre leveduras e hifas, e ndo a filamentacdo em biofilmes maduros, como aplicado
no presente trabalho. A literatura revela que os perfis proteicos citoplasmaticos séo
bastante diferentes entre células leveduriformes, hifas e biofilmes (MARTINEZ-
GOMARIZ et al., 2009).

O GABA, um aminoacido ndo proteinogénico que pode ter sido originado a
partir da descarboxilagdo do &cido glutdmico, ou formado a partir da degradacdo de
poliaminas (KUMAR & PUNEKAR, 1997), teve sua abundancia reduzida pelo
DMSO, indicando o aumento da poliamina putrescina no presente estudo. Apesar de
seu uso como fonte de nitrogénio ja ter sido reportado em S. cerevisiae (RAMOS et
al., 1985), Coleman et al. (2001) propuseram que o GABA intracelular € um
importante fator de protecdo de S. cerevisiae contra o estresse oxidativo. A via de
degradacdo do GABA em acido succinico ocorre em S. cerevisiae e parece estar
presente em C. albicans, devido a presenca de genes ortbélogos as enzimas de
S. cerevisiae (McCNEMAR et al., 2001).

A up-regulacdo do metabolismo da beta-alanina, importante para a formacéao
da coenzima A, pode ter tido origem no aumento dos niveis de S-adenosilmetionina
e de putrescina (e consequente redugao da metionina) que, juntamente, formam a
spermidina, precursor da beta-alanina. Ainda, tal up-regulacédo pode ter ocorrido
devido ao aumento do acido malénico, que pode formar malonato semialdeido e,
posteriormente, originar a beta-alanina. Porém, o acido malénico é conhecido por
ser um inibidor competitivo da enzima succinato desidrogenase, presente no ciclo

dos TCA e na cadeia transportadora de elétrons, reduzindo a respiracao celular
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(DERVARTANIAN & VEEGER, 1964) sendo, possivelmente, o aumento da
concentracdo de acido malico no ciclo dos TCA na presenca de DMSO 0,02% (v/v),
decorrente da ativacdo do ciclo do glioxilato. O ciclo do glioxilato permite a celula
incorporar compostos de dois carbonos, como etanol e acetato, ao ciclo dos TCA e
geralmente é requerido em Candida spp. em casos onde a viruléncia esta
aumentada (CGD, 2017). Como resposta a inibicho da cadeia respiratoria,
C. albicans é capaz de ativar diferentes vias respiratorias alternativas com oxidases
alternativas que podem, inclusive, ser expressas na presenca de oxidantes,
representando também vias de protecdo contra o estresse oxidativo, com a reducao
da ubiquinona (AOKI & ITO-KUWA, 1984; HUH & KANG, 2001; HELMERHORST et
al., 2002), embora alguns autores ja tenham reportado a que a inibicdo parcial da
cadeia trasportadora de elétrons possa levar ao estresse oxidativo (RUY &
VERCESI, 2006; CHABRIER-ROSELLO et al., 2010; WANG et al., 2015). O
aumento de acido malbnico pode, ainda, estar relacionado a via da beta-oxidacéo
modificada, que ocorre em C. albicans e envolve o metabolismo do propionil-CoA,
substancia que causa toxicidade, e pode ser proveniente do proprio metabolismo da
beta-alanina (OTZEN et al., 2014).

Acreditamos que a up-regulacdo observada nas vias do metabolismo de
aminoacidos, com a consequente reducdo nas suas concentracbes e aumento de
seus derivados, seja decorrente da reducédo na respiracao celular, que jA € comum
em biofilmes maduros, onde as camadas mais profundas permanecem em hipoxia,
ocorrendo a fermentacéo, perfil agravado pelo DMSO 0,02% (v/v). NOs postulamos
que o acido malénico, aumentado pelo DMSO, esteja causando o bloqueio do ciclo
dos TCA e da cadeia respiratéria, levando a célula a elevar o processo fermentativo
e a degradacdo de aminoacidos para produzir energia e ao aumento de EROs.
Adicionalmente, supomos que o0 aumento da concentracdo do acido fumarico tenha
ocorrido em consequéncia do aumento na atividade do ciclo da uréia; e o aumento
da concentragdo de &cido cetoglutarico tenha decorrido da degradagdo do &cido

glutamico, e ndo de uma up-regulacao no ciclo dos TCA.

Metabolismo de cofatores e vitaminas
Frente a situacdes de estresse oxidativo, € sabido que as células eucarioticas

rapidamente produzem RNAms que codificam proteinas de detoxificacdo e reparo,
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representadas em C. albicans pela catalase, pela glutationa peroxidase e pela
superoxido-dismutase; além de ativar genes que codificam componentes dos
sistemas tiorredoxina e glutationa/glutarredoxina. Nessa espécie, trés vias
sinalizadoras sdo bem caracterizadas pela sua ativacdo em resposta as espécies
reativas do oxigénio (EROs): fator de transcricdo Capl, Hogl proteina quinase
ativada por estresse e Rad53 quinase de controle de danos ao DNA (DANTAS et al.,
2015).

Guedouari et al. (2014) demonstraram que a glutationa, um importatnte
antioxidante intracelular, € consumida no processo de filamentagdo. Portanto, o
aumento da glutationa e de um de seus precursores, o0 acido piroglutdmico, no grupo
tratado com DMSO 0,02% (v/v), sugere gque este ndo estaria estimulando a transi¢ao
morfologica e sim, induzindo o estresse oxidativo. Durante o estresse oxidativo em
C. albicans, é possivel observar uma inibicdo rapida e reversivel da sintese de
proteinas (SUNDARAM & GRANT, 2014), similarmente ao que foi detectado nos
biofilmes cultivados com DMSO 0,02% (v/v). Porém, Abegg et al. (2012) concluiram
gue o montante de glutationa intracelular, isoladamente, ndo deve servir de
parametro para a avaliacdo da resposta de espécies de Candida ao estresse
oxidativo.

A ubiquinona9 (CoQ9) € uma quinona isoprenoide encontrada em membranas
de organelas de C. albicans que participa, dentre outros processos celulares, da
cadeia transportadora de elétrons e que também possui papel importante na
protecdo contra o estresse oxidativo (SZKOPINSKA, 2000; DIEZMANN et al., 2004;
TURUNEN et al., 2004; LI et al., 2015). A via de biossintese da ubiquinona pareceu
estar up-regulada na presenca do DMSO 0,02% (v/v), provavelmente em resposta
ao estresse oxidativo por este causado ou ainda, como citado anteriormente, devido
a ativacao de vias respiratérias alternativas.

Estudos anteriores ja reportaram que o uso do DMSO como crioprotetor é
equivocadamente atribuido a sua capacidade antioxidante (HOMER et al., 2005;
KASHINO et al.,, 2007), colocando a prova seu uso para tal finalidade.
Adicionalmente, Sadowska-Bartosz et al. (2013), demonstraram que essa substancia
foi capaz de provocar estresse oxidativo em culturas de S. cerevisiae e de aumentar
a concentracdo da glutationa de maneira dose-dependente, de modo similar ao

observano no presente estudo.
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A C. albicans € auxotrofica em relacdo a biotina, cofator do metabolismo de
acidos graxos e de carboidratos, sendo a sua suplementacdo no meio de cultura, ou
de substancias correlatas, essencial ao crescimento robusto dessa levedura
(FIRESTONE & KOSER, 1960). Segundo Hussin et al. (2016), além de possuir papel
importante como cofator enzimatico, a biotina também é um regulador morfoldgico,
estimulando a formacéo de tubo germinativo em C. albicans.

Similarmente aos achados nesse estudo, Zhang et al. (2003) reportaram que
0o DMSO up-regulou 0 metabolismo da biotina em S. cerevisiae porém, os autores
relataram também a up-regulacédo dos genes envolvidos na biossintese de piridoxal
fosfato, no metabolismo da vitamina B6, o qual pareceu ser down-regulado pelo
DMSO 0,02% (v/v) em C. albicans SC5314. A via de recuperagao da vitamina B6,
suplementada no meio de cultura sob a forma de cloridrato de piridoxina, é
responsavel por liberar peroxido de hidrogénio para a sintese de piridoxal-5’-fosfato
(vitamina B6) a partir da piridoxina-5’-fosfato. Logo, postulamos que a sua
down-regulagdo tenha ocorrido em resposta ao estresse oxidativo que o DMSO
pareceu causar a ceélula, ja que as EROs geradas por essa via contribuiriam ao
estado degradativo celular.

Na presenga do DMSO 0,02% (v/v) foi detectado aumento do metabdlito acido
dehidroascoérbico, um precursor do ascorbato, devido a down-regulacdo da via de
metabolismo do ascorbato e aldarato, possivelmente ocasionada em resposta a
reducdo da atividade das vias de metabolismo de carboidratos. A oxidacdo do
ascorbato interiorizado na célula leva a producéo do acido dehidroascorbico; porém,
neste estudo ndo foi adicionado ascorbato ou derivados ao meio de cultura.
Surpreendentemente, a literatura indica que C. albicans n&o sintetiza ascorbato,
sendo o eritroascorbato (dehidro-D-arabinono-1,4-lactona) a molécula analoga
produzida pela espécie (LEUNG & LOEWUS, 1985; NICK et al., 1986, HUH et al.,
1994; KIM et al., 1996). Assim, futuras andlises sdo importantes para verificar a

presenca e metabolismo dessa vitamina na espécie.

Metabolismo energético
No organismo modelo S. cerevisiae, o metabolismo do enxofre, que
corresponde da assimilagdo de sulfato inorganico a sintese de aminoacidos

sulfurados, ja é bastante compreendido. Em estudo realizado com Yarrowia lipolytica
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foi observado que a alta suplementacdo de uma fonte de enxofre leva ao estresse
celular, devido a producdo de sulfitos, com consequente decréscimo dos
intermediarios da via da glutationa (HEBERT et al., 2013), aparentemente de forma
diferente ao que ocorreu com C. albicans SC5314 exposta ao DMSO 0,02% (v/v).
Contudo, uma analise evolutiva das vias desse metabolismo em espécies de
Saccharomycetes (S. cerevisiae, C. glabrata e Y. lipolytica) propds que existem
diferencas nos grupos de enzimas que metabolizam aminoacidos sulfurados
(HEBERT et al., 2011).

Segundo nossas observagbes, o metabolismo do enxofre parece estar
up-regulado pelo DMSO 0,02% (v/v), possivelmente devido a propria conversao de
DMSO em DMS e, posteriormente a S-adenosilmetionina, a qual teve sua
concentragdo aumentada nas amostras tratadas.

Até o momento, a espécie Candida boidinii foi a Unica desse género
identificada como metilotréfica, ou seja, com a capacidade de usar o metanol como
Unica fonte de carbono, sendo um dos organismos com papel indispensavel no ciclo
global do carbono, mais especificamente no que corresponde ao ciclo do metano,
participando de biotransformacfes entre o metano e o gas carbdnico (CO,)
(YURIMOTO et al., 2011).

Nés observamos down-regulacdo do metabolismo do metano em biofilmes de
C. albicans na presenca de DMSO e, embora tal via ndo seja estudada nessa
espécie, é possivel que partes das reacfes metabdlicas ocorram devido a presenca
de enzimas comuns aos processos metabdlicos. Nesse caso, acreditamos que o
aumento da GSH induzido pelo DMSO 0,02% (v/v) possa ter acusado a
down-regulacdo do metabolismo do metano, no qual participa da oxidacdo do
formaldeido a CO, (NEGRUTA et al., 2010). A espécie C. albicans ndo possui a
capacidade de metabolizar o metanol a formaldeido, sendo esse Ultimo proveniente
apenas do meio externo, o0 que ndo ocorreu no presente trabalho. Porém, Klein et al.
(1981) detectaram em sistemas biologicos a formacdo de folmaldeido a partir da
reacdo entre o DMSO e um radical hidroxila, sendo uma possivel explicacdo para a
deteccdo dessa via no presente estudo, onde o folmaldeido néo foi identificado, por
ter sido, provavelmente, catabolizado a CO, ou evaporado no processo de

liofilizacao.
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Metabolismo de metabdlitos secundarios

Tirosol e farnesol sdo dois dos metabdlitos secundérios produzidos por
C. albicans, bastante conhecidos por sua funcdo no sistema complexo de quorum-
sensing como moléculas antagdnicas sinalizadoras da filamentag&do. Outra molécula
sinalizadora, o acido indol-3-acético, ja foi identificado na espécie e a ele foram
atribuidas as func¢des de inducéo da filamentacéo e da adesdo ao substrato, quando
produzido em diferentes concentracbes (DUFOUR & RAO; 2011). Nesse estudo
apenas o tirosol foi identificado; porém, sem apresentar abundancias
significativamente diferentes entre 0s grupos experimentais.

As betalainas sdo pigmentos encontrados em espécies de plantas
pertencentes a ordem Caryophyllares e em aguns fungos superiores como em
Amanita muscaria (STRACK et al., 2003), e nunca foi descrita para espécie
C. albicans. A suposta up-regulacdo de sua via biossintética nesse estudo se da,
novamente, devido a processos comuns partilhados entre as epécies que nao

necessariamente serdo capazes de gerar um mesmo produto final.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de os dois principais elementos desse trabalho, a C. albicans SC5314
e o0 DMSO, possuirem grande importancia a ciéncia e a saude, observamos que a
literatura envolvendo ambos os temas € bastante escassa. A maior parte das
publicacdes referentes ao tema diz respeito a levedura S. cerevisiae, e geralmente
tratam de analises genéticas, e ndo metabdlicas. Contudo, sabe-se que nem sempre
o fendtipo corresponde ao gendtipo de um organismo, sendo as analises
pés-genbmicas de grande importancia ao entendimento da fisiologia celular
(VILLAS-BOAS & GOMBERT, 2006). Este trabalho € o primeiro relato da
interferéncia do DMSO no perfil metabdlico dos biofilmes de C. albicans.

A analise do metaboloma e das possiveis vias envolvidas no metabolismo
intracelular de biofilmes de C. albicans SC5314, crescidos na auséncia e presenca
de DMSO 0,02% (v/v), permitiu constatar alteragdes especialmente direcionadas ao
metabolismo de lipideos, ao metabolismo central do carbono e de carboidratos, ao
metabolismo de aminoacidos e de cofatores e vitaminas, causados por essa
substancia. O principal alvo foi a biossintese de acidos graxos, onde observou-se
sua down-regulacdo, com consequente alteracdo de outras vias do metabolismo
dessa levedura, corroborando com estudos realizados com
S. cerevisiae. Adicionalmente, postula-se que o DMSO causou estresse oxidativo
nas células tratadas, também em concordancia com estudos previamente
publicados.

Pela primeira vez foi identificada a presenca do metabdlito &cido
dehidroascoérbico, um precursor e produto do ascorbato, nessa espécie, fato que
merece uma investigacao futura mais minuciosa.

Tendo em vista as alteragbes metabdlicas observadas nesse estudo,
causadas pelo DMSO 0,02% (v/v), somadas aos relatos em literatura de sua acao
sobre a fisiologia das células de leveduras, consideramos que deve haver cautela no
uso dessa substancia como solvente de antifiungicos. O DMSO nao so6 facilita a
penetracdo de farmacos, como consta em literatura, como também interfere no
metabolismo celular, podendo causar efeitos sinérgicos que nao seriam traduzidos

para a pratica clinica.
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